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使 用細胞 は ヒ ト赤 芽球 系培養細胞YN-1お よびその亜細 胞株で無血 清培養 が可能 なYN-1-0-A
細 胞。培 養条件 は通常 培養条件(5%CO,,大 気,37。C),低 酸素環 境(1%0,,5%CO,,94%
N,,37℃)。 各細 胞 に おいて低 酸素刺激 に よ って ヘ モ グロ ビ ン陽性 率 が増加 す るこ とを確 認 し
た後,YN-1細 胞 に お け る低 酸 素 刺激 に よ り発 現 が変 化 す る遺 伝 子 をDNAマ イ ク ロ ア レイ
(Affimetrix,GeneChip⑪HG-U133A)を 用 いて検 索 した。 ア レイ解析 にて見 いだ した遺伝子
の解析 を,各mRNAの 検 出に はノーザ ンプロ ッ ト法 も しくは リアル タイ ムPCR法 を,蛋 白質
の検 出にはELISA法 とウ ェス タンプロ ッ ト法 を用 いて詳細 に検 討 した。 また,ヘ モ グロ ビン合
成細胞の検 出はo一 ジアニ シジ ン染色を用いた。
結 果 お よ び 考 察
YN-1お よびYN-1-0-A細 胞 をそれぞれ通常培養 条件 と低酸素 環境 にて培養 を行 った と ころ,
低酸素環境 におい てヘモ グロ ビン陽性率 が増加 した。次 に低酸素刺激 によ るヘ モ グロ ビン合 成の
増加 に関与す る因子 の 同定 を 目的 に,DNAア レイ解 析 を行 った。 その結 果,多 機能 性 サイ トカ
イ ンで あるTransforminggrowthfactorβ1(TGF一 β1)と,赤 芽 球 の ミ トコ ン ドリアにお
け る鉄 代謝 に重要 で あ ることが近年明 らか にされたmitoferrinの 発現 が,低 酸 素刺激 に よって
誘導 され ることを見出 した。
YN-1お よびYN-1-0-A細 胞 のいず れにお いて も,低 酸素刺激 によ りTGF一 β1mRNAの 発現
が増 加す る ことを ノーザ ンプ ロッ ト法 にて確認 した後,YN-1-0-A細 胞 の培 養上 清 中のTGF一 β
1蓄 積量 をELISA法 にて測 定 した。 その結 果,通 常培養 条件下 にお いて もTGF一 β1が 検 出され
たが,低 酸素 刺激 によ りTGF-一 β1の 蓄積量 は通常 培養 条件 時の約1.5倍 に増加 した。 また,外
来 性TGF一 β1の 添 加 によ って もYN-1-0-A細 胞 の 赤 芽 球 特 異 型 ア ミノ レブ リ ン酸 合 成酵 素
(erythroid-specific5-aminolevulinatesynthase,ALAS2)mRNAの 発現 とヘ モ グ ロ ビ ン陽
性率 が増 加 した。 これ らの結 果か ら,低 酸素刺 激 に よ り蓄積量 が増加 したTGF一 β1がALAS2
mRNAの 発 現 を誘導す る可能性 が示 唆 され た。実 際 に,TGF一 β1の 細胞 内 シグナ ル阻害剤 であ
るSB431542は 低酸 素環境 下 におけ るYN-1お よびYN-1-0-A細 胞 でのALAS2mRNAの 発現
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の増加 を抑制 した。 一方,mitoferrinmRNAの 発現 は低酸素 刺激 によ り誘導 されたが,外 来 性
TGF一 β1の 添加 によ る発現 の誘導 は認 め られ なか った こ とか ら,低 酸素刺 激 に よるmitoferrin
mRNAの 発現 増加 にTGF一 β1は 直接関与 しない こ とが考 え られ た。 また,YN-1細 胞 におけ る
TGF一 β1お よびmitoferrinmRNAの 発現 は いず れ も低 酸素 刺激 によ り誘導 され るが,通 常 培
養 条 件下 でHIF-1α の発現 を誘導 す る作用 を有 す る試 薬(DMOG)を 用 い た実 験結 果 か ら,
TGF一 β1mRNAの 発現 はHIF-1に 非 依存的 で,mitoferrinmRNAの 発現 はHIF-1に 依 存 的
であ る可能性 が示唆 された。
結 論
赤芽球 系培養 細胞YN-1お 上 びYN-1-0-A細 胞 にお いて,低 酸素 刺激 によ るヘ モグ ロ ビン合成
の誘導 には,複 数 の,少 な くと も2つ の経路 が関与 す る可能 性 を示 唆 した。 さ らにTGF一 β1の
自己分泌 によ るALAS2mRNAの 発現誘導 がヘ モグ ロ ビン合 成 の誘導 に重要 で ある ことも示 し
た。 また,mitoferrinの 低酸素 刺激 による発 現増 加 は ミ トコ ン ドリア 内への鉄移 入 を促進 す る
ことに よ り,ヘ ム生合成 を補助 す る可能性 が高い と考 え られ る。
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審 査 結 果 の 要 旨
全 ての血液 細胞 は,造 血幹細胞 を起源細胞 と して,様 々な因子 に よってそれぞ れ異 な る機能 と
特徴 を持つ細胞 へ分化 す る。赤芽球系細胞 も様 々な サ イ トカイ ンが各分化段 階 において作用す る
ことで,造 血幹 細胞 か ら赤芽球系前駆細胞,ヘ モ グ ロビ ンを合成 す る赤芽球,さ らに生体組織へ
の酸 素 供 給 を担 う赤 血 球 へ と分化 す る。 特 に低 酸 素 環 境 に お け る赤血 球 合 成 の 元 進 には,
Hypoxiainduciblefactor-1(HIF-1)と その標 的遺伝 子 であ るerythropoietin(EPO)が 関与
す る。 これ ま でに終 末分 化段階 の ヒ ト赤 芽球系培 養細 胞 において,低 酸素刺 激 がEPO非 依存的
にヘ ム量 を増加 させ る ことが報告 されて いるが,そ の機 構の詳細 は未解 明 であ る。 そ こで,金 子
桐子 は,ヒ ト赤芽 球系培養 細胞を用 いて,低 酸素環 境 にお けるヘ モ グロ ビン合成 の誘導 機構を解
析 し,ヘ モ グ ロビ ン合成 系の巧 妙な制御機構 の一端 を明 らか に した。
ヒ ト赤芽 球系培 養細胞YN-1お よびYN-1-0-Aを 低 酸素環境 にて培養す る と,ヘ モグ ロビン陽
性率 が増加 した。 そ こで,低 酸素刺 激 によ るヘ モ グ ロ ビン合 成 の増 加 に関与 す る新規 因子 の 同
定 を 目的 に,DNAア レイ解 析 によ り,多 機 能 性 サ イ トカイ ンで あ るTransforminggrowth
factorβ1(TGF一 β1)とmitoferrinの 発現が,低 酸素刺 激 によって誘導 され ることを見 出 した。
なお,mitoferrinは 赤 芽球 の ミトコン ドリアにお け る鉄代謝 に重要 な分子 であ る。
そ こで,無 血清培 地 で維 持で きるYN-1-O-・A細 胞 の特 性 を活 用 し,培 養上 清 中 のTGF一 β1蓄
積量 をELISA法 にて測 定 した。 その結果,低 酸素 刺激 によ り培地 中のTGF一 β1蓄 積 量が通常
培 養条件 時の約1.5倍 に増加 した。 さ らに,外 来性TGF一 β1の 添 加 によ り,YN-1-0-A細 胞 にお
け る赤芽 球特 異 型 ア ミノ レブ リン酸合 成酵素(ALAS2)mRNAの 発 現 とヘ モ グ ロ ビ ン陽性率
が増 加 した。 これ らの結 果 か ら,低 酸 素刺 激 に よ り蓄 積量 が増 加 したTGF一 β1がALAS2
mRNAの 発現 を誘導 す る可能性 が示唆 され た。 事実,TGF一 β1の 細胞 内 シグナル 阻害 剤 であ る
SB431542は 低 酸素 環境 下 におけ るALAS2mRNAの 発現 増加 を抑制 した。 一 方,mitoferrin
mRNAの 発現 は低 酸素 刺激 によ り誘導 され るが,TGF一 β1添 加 に よる発現 の誘 導 は認 め られ な
か った。 よ って,低 酸 素刺 激 によるmitoferrinmRNAの 発現 増加 には,TGF一 β1は 直 接関与
しな い と考 え られ る。 さ らに,TGF一 β1mRNAの 発 現 はHIF-1に 非 依 存 的 で,mitoferrin
mRNAの 発現 はHIF-1に 依 存的で ある ことを示 唆 した。
以上 の よ うに,金 子 桐子 は,低 酸 素刺激 によ るヘ モ グロ ビン合 成の誘導 に は,少 な くと も2つ
の経路(TGF一 β1依 存的経路 とTGF一 β1非 依 存的経路)の 関与 を明 らか に した。 さらに,TGF一
β1の 自己分泌 によ るALAS2mRNAの 発現 誘導 がヘ モ グロ ビン合成 の誘導 に重要 で あ ること
を示 した。 また,低 酸 素刺 激 によるmitoferrinの 発現 増加 を初 めて明 らか に した。mitoferrin
の誘導 に よ り,ミ トコ ン ドリア内への鉄移入が促進 され,ヘ ム生合成 に必須 な鉄 の供給 が維持 さ
れ ると考 え られ る。
金 子桐子 の研 究は,赤 芽球 系細 胞 におけるヘ モ グロ ビン合成の制御 ネ ッ トワー クの一端 を明 ら
か に した もので あ り,学 術 的に も重 要で ある。 よ って,本 論 文 は博士(医 学)の 学位論文 と して
合格 と認 め る。
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